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Immunohistochemical andin situ Hybridization Studies on
EndothelinintheRatEye
（眼球におけるエンドセリンの組織化学的局在）
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論文内容の要　旨
【目　的】
強力な血管収縮物質であるエンドセリン（ET）は、全身の種々の臓器に分布しており、神経伝
達への関与やサイトカインとしての働きも注目されている。ETは21のアミノ酸からなるペプチド
で、3つのイソペプチド（ET－1，ET－2，ET－3）があり、それぞれの前駆体型（BigET）と
成熟（分泌）型が知られている。また受容体はPLCを介してシグナル伝達される膜7回貫通タイプ
のA型とB型の2種が存在している。本研究で、眼内の非血管組織での合成と作用部位を明らかに
することを目的とし、ETの各イソペプチドとA型受容体の細胞レベルでの分布を免疫組織化学法
とinsituhybridization法にて明らかにした。
【方　法】
Wistar系ラットを4％ホルムアルデビド緩衝溶液で潅流固定した後、18FLm厚の切片を作成し
た。解剖学第2講座で作製された抗matureET抗体と抗ET－AR抗体、ペプチド研究所より購入し
た抗BigET－1抗体、抗BigET－2抗体、抗BigET－3抗体を用いてABC法にて免疫染色し、眼球
についてその反応産物の分布を光学顧微鏡的に観察した。さらに、digoxigeninでラベルした
CRNAプローブを、ET－1とETT3それぞれのmRNAについて作製し、insituhybridization法
を施し眼球について陽性反応の局在を光学顕微鏡的に観察した。
【結　果】
1．免疫組織化学法
網膜の神経節細胞、顆粒層内の介在ニューロン、虹彩毛様体の非色素上皮層、角膜の上皮と内
皮およびレンズの上皮にET、BigETが染色された。イソペプチドの違いによってそれらの分布
に多少の差異も認められた。すなわち血管の豊富な脈絡膜ではBigET－1の陽性が著明で、網膜
内層の神経線経ではBigET，3が強陽性を示していた。またET－ARはとくに網膜の神経節細胞
層、アマクリン細胞および虹彩毛様体の上皮層に見出された。
2．insituhybridization法
ET－1、ET－3ともに網膜の神経節細胞、虹彩毛様体の上皮および角膜の上皮と内皮に陽性
反応を認めた。両者の分布はよく似ているが、脈絡膜ではET－1のみ、レンズ上皮ではET－3
のみmRNA陽性であった。
【考　察】
眼球におけるETの存在については示唆されていたが、そのイソペプチド毎の分布を細胞レベル
にて明らかにした報告はなかった。今回の研究で各イソペプチドのmRNA、前駆体ペプチドと成
熟片ペプチド、および受容体タンパク質の局在について検索したが、得られたデータは互いに矛盾
しなかった。ET投与時に眼圧、血流および電気生理学的に変化が認められることが証明されてい
るが、これまでETの血管における作用のみが注目されていた。今回、非血管組織でのETおよびE
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T－ARの存在が明らかにされたことから、眼内の神経細胞や上皮細胞等での働きについても十分に
考慮しなければならなくなってきた。すなわち神経要素にも分布することからみて、神経伝達を修
飾する因子として、大きな役割をもつのではないかとも考えられる。また同じ種類の細胞にETと
その受容体が共存していることからETは局所で作用する因子、autOCrine／paracrineとして働く
と考えられる。
【結　論】
眼球内でのETの各イソペプチドの合成、分泌と受容体の詳細な分布を明らかにした。ETはauto－
crineあるいはparacrineとして働くものと考えられるが、血管に対して作用するのみならず、視覚
情報の神経伝達にも関与しているものと思われる。
論文審査の結果の要旨
本研究は、エンドセリン（BigET－1、BigET－2、BigET－3、matureET）とそのA受容体
のラット眼球における分布を免疫組織化学法、およびin situハイプリグイゼーション法を用いて
明らかにしたものである。
結果として、血管組織のみならず神経細胞や上皮細胞などでもェンドセリンとそのmRNAが存
在している所見が得られた。同じ種類の細胞にそのA型受容体も存在していることから、エンドセ
リンがオートクリンあるいはパラクリンとして働く可能性が示唆され、さらに、二重染色の結果、
チロシン水酸化酵素をもっアマクリン細胞（ドパミン含有細胞）にA型受容体が共存していること
も証明された。
これらの成果は、眼球におけるエンドセリンの詳細な分布を明らかにするとともに、血管に対す
る作用のみならず、網膜内の神経伝達にも関与しているであろうことを示した。エンドセリンと眼
病態との関連についても大きく寄与するものと考えられ、博士（医学）の学位授与に値するものと
認められた。
なお、本学位授与申請者は、平成10年2月13日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められたものである。
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